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RESUMEN 
 

Se evaluó la actividad antifúngica in vitro de 4 cepas de Burkholderia cepacia 
aisladas de rizósfera de maíz  amarillo (Zea mays L.) de diferentes plantaciones del 
Municipio Montes, estado Sucre, Venezuela, contra hongos fitopatógenos.  Se 
comparó la actividad antagónica con una cepa control de origen ambiental CVCM 
626  (ATCC 25416) y un aislado clínico CVCM 1282. La actividad antifúngica se 
evaluó empleando el método directo de enfrentamientos duales y un método  
indirecto de difusión con discos de agar. Igualmente se extrajeron los metabolitos 
activos y se realizó cromatografía en Sílica Gel, utilizando la mezcla hexano-acetona 
(3:1) como fase móvil, para tratar de aislar los compuestos. Las pruebas se elaboraron 
por triplicado, se midió el diámetro de los halos de inhibición formados y se aplicó 
análisis de varianza de una vía (ANOVA) con un nivel de confianza del 95% y la 
prueba Tukey. Las cuatro cepas aisladas (SR2, ER3, LG12 y N10) mostraron una 
actividad antifúngica similar sobre Trichoderma viride, y ocasionaron una inhibición 
total o parcial de la esporulación en hongos como Fusarium moniliforme, Fusarium 
solani, Aspergillus niger y Penicillium expansum. Los mayores halos de inhibición 
fueron producidos por la cepa CVCM 626, observándose un promedio de 9,9mm. No 
se evidenció ningún nivel de antagonismo utilizando el aislado clínico. Se mostró 
aumento de la actividad antagónica frente a T. viride con algunas fuentes de carbono 
como xilosa, maltosa, manosa y fructosa, en un rango de pH acido (4 a 5.5), y a una 
temperatura de 35ºC.  El efecto antifúngico de las cepas aisladas sugiere la presencia 
de posibles metabolitos volátiles y difusibles, aunque no se demostró la actividad 
antifúngica de las fracciones hexano-acetona obtenidas de los extractos de las cepas 
bacterianas estudiadas. Además, se comprobó la versatilidad de esta bacteria para 
producir actividad antifúngica utilizando una variedad de fuentes de carbono, 
nitrógeno, pH y temperatura para su crecimiento, evidenciando su potencial para el 
control biológico de hongos fitopatógenos. 
 

Palabras o Frases Claves: Burkholderia cepacia, fitopatógenos, control biológico. 

 



 

INTRODUCCIÓN 
 

 

  Cada año, los patógenos de las plantas son responsables de la pérdida de 10 a 

20% de la producción agrícola a nivel mundial, a pesar de los millones de dólares que 

se invierten  anualmente en productos químicos (fungicidas) para su control  

(McSpadden, 2002).  Debido a la importancia comercial que tienen los cultivos, los 

problemas crecientes de toxicidad derivados del uso indiscriminado de plaguicidas y 

al alto costo de los mismos, se ha hecho indispensable el desarrollo de métodos 

alternativos de control, entre los cuales, el más reciente es el uso de microorganismos 

antagonistas, como una estrategia promisoria para el control de bacterias y hongos 

fitopatógenos (Anauratha  y Gnanamanickam, 1990).   

 

  La aplicación de microorganismos rizosféricos en la agricultura es una práctica 

que, internacionalmente, ha tomado auge en los últimos años.  El control biológico se 

presenta como una alternativa potencial libre de riesgo frente a los numerosos y 

crecientes problemas derivados del uso de los plaguicidas.  Cook y Baker (1983), 

definen el control biológico como la reducción de la actividad productora de 

enfermedad de un patógeno o parásito en su estado activo, por uno o más organismos 

antagónicos, en forma natural o por manejo del habitante, hospedero o de los propios 

microorganismos. 

 

  El control biológico ofrece ventajas por su bajo costo, no contamina el 

ambiente, y no presenta problemas de residuos, pero los resultados disponibles han 

sido obtenidos mayormente in vitro y bajo condiciones controladas. Sin embargo, se 

han ido incrementando los trabajos de investigación en diferentes países del mundo. 

Actualmente, el control biológico se constituye en uno de los grandes retos de 

nuestros tiempos (FAO, 1990). 
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  Ejemplos de control biológico se han reportado por Sivamani y 

Gnanamanickam (1988), quienes han empleado Pseudomonas fluorescens para el 

control de la enfermedad del “mal de panama” en platanos (Musa spp.), causada por 

Fusarium oxysporum en el sur de la India. En otro caso, reportado por Anuratha y 

Gnanamanickam (1990), se utilizaron cepas de Bacillus spp. y P. fluorescens como 

control biológico de pudriciones bacterianas causadas por Rhodococcus 

solanacearum en plátano (Musa spp.), berenjena (Solanum meolongena) y tomate 

(Lycopersicon esculentum Mill) en la  India y en la región del Pacífico sur. 

 

  Burkholderia es uno de los géneros bacterianos utilizados para biorremediación 

de herbicidas y pesticidas recalcitrantes, como agentes de control biológico de hongos 

fitopatógenos así como por su habilidad de promover el crecimiento de cultivos 

(Saiman y Siegel, 2004). 

 

  B. cepacia, anteriormente llamada Pseudomonas cepacia (Gregory 1986), es 

una bacteria Gram negativa, nutricionalmente muy versátil,  descrita   como  un 

fitopatógeno responsable de la pudrición bacteriana de la cebolla (Allium cepa L.) por 

Walter Burkholder en el año 1949 (Gilligan, 1991; Speert et al., 1994; Govan y 

Deretic, 1996; Govan et al., 2000; Lipuma et al., 2002). 

 

  Taxonómicamente B. cepacia comprende, en la actualidad, nueve especies 

distintas o genomovars, denominadas colectivamente como “complejo Burkholderia 

cepacia”,  que incluye los genotipos: B. cepacia (Genomovar I), Burkholderia 

multivorans (genomovar II), Burkholderia cenocepacia (genomovar III). 

Burkholderia vietnamienses (genomovar V), Burkholderia dolosa (genomovar VI), 

Burkholderia ambifaria (genomovar VII), Burkholderia anthina (genomovar VIII)  y 

Burkholderia pyrrocinia (genomovar IX)  (Vandamme et al., 1997, 2000, 2002, 

2003; Coenye et al., 2001; Vermis et al., 2002). 
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Desde el año 2004, no se han incluido, formalmente, más descripciones de 

especies  bacterianas dentro del complejo B. cepacia; sin embargo, mediante análisis 

de secuencia  del gen recA se demostró la existencia de cuatro nuevos fenotipos 

designados como B. cepacia grupo K, B. cepacia grupo AW, BCC1 y BCC2 (Payne 

et al., 2005). Posteriormente, mediante tipificación por secuencia de multilocus 

(MLST) se han designado siete grupos distintos que aún no han sido incluidos 

formalmente en el complejo B. cepacia, designados como: B. cepacia grupo K, 

BCC1, BCC2, BCC3, BCC4, BCC5 y BCC6 (Baldwin et al., 2005, 2007; 

Mahenthiralingam et al., 2005; Dalmastri et al., 2007). 

 

La diferenciación de las especies del complejo B. cepacia sólo mediante 

pruebas bioquímicas convencionales no es sencilla, sólo las especies B. multivorans y 

B. stabilis se pueden distinguir del resto del complejo utilizando simples pruebas 

(Henry et al., 2001). La falla en la  identificación  de la bacteria  sigue siendo un 

problema que confrontan muchos laboratorios de diagnóstico microbiológico. Se han 

descrito los mejores métodos para la identificación fenotípica, y en todos se 

recomienda incluir medios selectivos como  agar   B. cepacia (BCSA) para 

aislamientos clínicos y medios poco selectivos como el medio policíclico 

hidrocarbonado “P. cepacia” (PCAT) y Trypan-Blue-Tetracicline (TB-T) para 

aislados ambientales (Coenye et al., 2001; Ramette et al., 2005). Igualmente, el 

medio Stewart`s es una gran ayuda para el aislamiento e identificación de bacterias 

del complejo B. cepacia. Diversos kits comerciales, de pruebas bioquímicas, fallan en 

la  identificación exacta de la bacteria, pero si estos se combinan con un crecimiento 

positivo en agar BCSA y pruebas específicas como descarboxilación de lisina y 

ornitina, oxidación de sacarosa y adonitol, positividad a la oxidasa, hemólisis y 

crecimiento a 42ºC, generalmente se puede llegar a una correcta identificación 

fenotípica de la bacteria. La forma más precisa y exacta de confirmar la identificación 

fenotípica de las bacterias del complejo B. cepacia es utilizando métodos genéticos. 
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Todas las especies bacterianas pertenecientes al complejo B. cepacia pueden ser 

identificadas  mediante la comparación de secuencias del gen 16S rRNA.  La técnica 

de FISH o hibridación fluorescente in situ basada en el gen 16S rRNA ha sido 

prometedora para la identificación microscópica directa de la bacteria en frotis de 

esputo (Coenye y Vandamme, 2003; Brown y Govan, 2007). La secuencia parcial del 

gen 16S rRNA o el análisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de 

restricción (RFLP) de este gen no es lo suficientemente discriminatorio para todas las 

especies si el gen es más del 98% idéntico para los miembros del complejo.  El 

análisis de polimorfismos en la secuencia del gen que codifica para la proteína, recA, 

ha demostrado ser más confiable para designar y contribuir al formal nombramiento 

de muchas especies. (Mahenthiralingam et al., 2000).  

 

Igualmente, el análisis del gen recA permitió subdividir a B. cenocepacia en cuatro 

subgrupos referidos como B. cenocepacia IIIA, IIIB, IIIC y IIID (Vandamme et al., 

2003). Sin embargo, ahora un nuevo método de tipificación por secuencia de 

multilocus (MLST) ha demostrado muy buenos resultados.  El MLST  es una técnica 

de Biología Molecular para el tipeo de muchos locus. Este caracteriza aislamientos de 

especies usando secuencias de ADN de fragmentos internos de muchos genes 

housekeeping (usualmente 7) que en el esquema del complejo B. cepacia se localizan 

en el primero y segundo cromosoma (ATP sintetasa B-cadena, atpD, glutamato 

sintetasa subunidad larga, gltB; ADN girasa B, gyrB; recombinasa A, recA; proteína 

de unión GTP, lepA; acetoacetil-Coa reductasa, phaC y triptófano sintetasa, trpB), de 

aprox. 450-500 pb, los amplifica y luego se secuencian mediante un secuenciador 

automático, caracterizando así cadenas por su perfil electroforético (Baldwin et al., 

2005). 

 

Otros genes como el opcL, que codifica para el peptidoglicano asociado a la 

membrana externa lipoproteica de las bacterias del complejo B. cepacia, también ha 

sido muy útil en la identificación de especies (Plesa et al., 2004); sin embargo, la 
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secuencia de datos usada para este marcador por la comunidad científica ha sido 

limitada. 

 

En cuanto a la caracterización de las cepas ambientales, esta ha sido más 

limitada que la investigación de la epidemiología clínica del complejo. La descripción 

original de Pseudomonas cepacia y muchos de los estudios iniciales de este grupo de 

bacterias fueron enfocados en su microbiología ambiental. Las plantas del grupo de 

las Gramíneas parecen ser los huéspedes rizosféricos más importantes del complejo 

B. cepacia. La clasificación de especies asociadas con ciertas especies de plantas 

demuestran que muchas bacterias pertenecientes al complejo B. cepacia están 

asociadas con pasto y maíz (Parke y Gurian, 2001).  

 

La rizósfera es ahora considerada como la mayor fuente de mantenimiento de 

endófitos  (Hallmann et al., 1997, 2001; Sturtz et al., 2000; Compant et al., 2005; 

Gray y Smith, 2005). Algunas bacterias rizosféricas son capacaces de penetrar el 

tejido de la raíz, trascender la barrera endodérmica, y cruzar la corteza hacia el 

sistema vascular, y por consiguiente establecer poblaciones endófitas en varios 

órganos tanto vegetativos como reproductivos. Esto ha sido descrito en un gran 

número de plantas, y en varios géneros bacterianos. Es de resaltar que algunos 

miembros del complejo B. cepacia son endófitos comunes (Lodewyckx et al., 2002).  

 

B. cepacia (genomovar I), B. cenocepacia (genomovar III) y B. ambifaria 

(genomovar VII) han sido reportadas como los miembros más difundidos del 

complejo B. cepacia en la rizósfera del maíz (Fiore et al., 2001; Bevivino et al., 

2002), sin embargo, Balandreau et al., (2001) encontraron que los microorganismos 

del complejo B. cepacia frecuentemente  aislados de la rizósfera de maíz y del trigo,  

pertenecían a B. cenocepacia (genomovar III). Estudios realizados por Parke y Gurian 

(2001), sobre la distribución ambiental de especies del complejo B. cepacia han sido 
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publicados y para ello se enfocaron en las poblaciones que interactúan con las plantas 

de cosecha, como una de los hábitats más importantes de esta bacteria. 

 

Ramette et al. (2005), en sus estudios sobre la diversidad de especies del 

complejo        B. cepacia presentes en rizósfera de plantas de maíz, en Estados 

Unidos, encontraron a      B. ambifaria y B. cepacia (64 y 20% respectivamente) 

como las especies más comúnes; también aislaron B. multivorans, B. cenocepacia, B. 

stabilis, B. dolosa y B. pyrrocinia, sugiriendo con esto que la rizósfera de maíz es una 

fuente ambiental muy rica de B. cepacia. 

 

Se han encontrado especies del género Burkholderia produciendo enfermedades en 

las plantas, entre ellas, B. cepacia está envuelta en este tipo de interacción. Una 

enfermedad causada por esta especie es la pudrición de la cebolla mediante la 

infección de las hojas y bulbos, pero otras plantas también pueden ser infectadas entre 

las cuales se encuentran tipos de orquídeas (Cymbidiumm spp., Dendrobium sp., 

Paphiopedilum spp.) y el tomate (Lycopersicon esculentum Mill) (Saddler, 1994). 

 

Algunas de las propiedades benéficas de estas especies pertenecientes al 

complejo         B. cepacia han sido estudiadas para el control biológico. Como se ha 

descrito, B. cepacia puede vivir de manera libre o endófita, formando asociaciones 

simbióticas que promueven el crecimiento de plantas, y han sido consideradas como 

beneficiosas en el ambiente natural. Estas especies son bien conocidas por sus 

propiedades biológicas y metabólicas, que pueden ser explotadas para el control 

biológico de hongos fitopatógenos pero también en la biorremediación y promoción 

del crecimiento de las plantas (Govan et al., 1996; Holmes et al, 1998; Parke y 

Gurian, 2001; Perin et al, 2006). Debido a su extraordinaria versatilidad metabólica, 

B. cepacia,  es capaz de degradar sustratos aromáticos clorados (compuestos tóxicos 

encontrados en herbicidas y pesticidas complejos, algunos con alto potencial 
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carcinógeno)  como el ácido 2,4,5 –triclorofenoxiacético (2,4,5-T)  para usarlos como 

fuente de carbono  (Sangodkar et al., 1998). 

  

La microbiota del suelo tiene una gran variedad de microorganismos que 

cumplen un rol esencial en los procesos biogeoquímicos de la materia. Entre las 

actividades de los microorganismos (hongos, bacterias y otros) está el mantenimiento 

de la fertilidad del suelo; siendo los responsables de la degradación de toda la materia 

orgánica muerta para formar el humus, retornando al suelo y a la atmósfera las 

sustancias transformadas por otros seres vivientes. No obstante, los hongos que se 

encuentran en el suelo tienen gran importancia en otros aspectos, ya que muchos son 

fitopatógenos que atacan a plantas de interés económico a través de la raíz o a nivel 

del suelo (George, 1963). 

 

El género Trichoderma está compuesto por hongos que se encuentran presentes 

en forma natural en casi todos los suelos y hábitats del planeta. Es un Deuteromicete 

perteneciente al grupo de los Hifomicetes, y se caracteriza porque se desarrolla 

rápidamente y emite una gran cantidad de esporas. Es un hongo que se encuentra 

frecuentemente sobre madera y tejidos vegetales en descomposición (Soriano, 2007).  

Además ha sido uno de los hongos más estudiados por su capacidad de micoparasitar 

a otros hongos (Howell y Stipanovic, 1995). 

 

El micoparasitismo es un proceso complejo que incluye diversos pasos 

sucesivos. La interacción inicial detectable muestra que las hifas del micoparásito 

crecen directamente hacia el hospedero. Este fenómeno se manifiesta, como un 

crecimiento quimiotrópico de Trichoderma, para algunos estímulos en las hifas del 

hospedero o hacia un gradiente de excretas químicas por el hospedero (Elad et al., 

1983). Un hongo es considerado micoparásito cuando ataca directamente a un 

hospedero en un sistema biótico. Barnett y Binder (1973) dividen el micoparasitismo, 

de acuerdo a la utilización de nutrientes como: parasitismo necrótico (destructivo), en 

7 



 

el cual la relación resulta en la muerte de uno o más componentes del hospedero, y 

parasitismo biotrófico (balanceado) en el cual el desarrollo del parásito es favorable 

para vivir antes de que muera la estructura del hospedero. Algunas veces es utilizado 

el término hiperparasitismo para describir a un hongo que es parasítico de un hongo 

antagonista. Como resultado, la mayoría de estos hongos, que muchas veces son 

empleados como agentes de control biológico en invernaderos o fincas, han sido 

necrotróficos (Adams, 1990; Chet, 1987; Baker, 1987). Esta actividad necrotrófica es 

atribuida a la producción de toxinas o enzimas hidrolíticas, en cantidades que causan 

la muerte o destrucción de sus hospederos, y es propia de hongos agresivos, con un 

rango de huéspedes muy amplio (Manocha, 1991). 

 

T. viride y T. harzianun pertenecen al grupo de cepas de Trichoderma que ejercen el 

parasitismo de forma necrotrópica, es decir, provocan la muerte de las células del 

huésped, bien antes de realizar la invasión o después de la misma, y aprovechar así 

sus nutrientes. Se caracterizan por tener un comportamiento muy agresivo frente a un 

amplio rango de hongos fitopatógenos, y dada la capacidad que tienen de sobrevivir 

como saprófitos, pueden mantener colonizados indefinidamente una gran variedad de 

sustratos. (Gachomo y Kotchoni, 2008). 

 

El género Fusarium tiene una amplia distribución, tanto en suelos como en 

sustratos orgánicos. Presenta especies fitopatógenas, que causan graves enfermedades 

principalmente en los cereales, aunque puede afectar a otros vegetales y frutas. Su 

importancia no se debe tan sólo a la pérdida de las cosechas, sino también a la 

elaboración de micotoxinas. Estas micotoxinas pueden estar presentes en los cereales 

y sus productos, produciendo síndromes de intoxicación en los animales y llegando a 

la cadena alimenticia de los humanos. Se considera que Fusarium moniliforme es la 

especie productora de toxinas de mayor prevalencia en las regiones templadas del 

hemisferio norte y se encuentra habitualmente en cereales cultivados en regiones 

templadas de América, Europa y Asia. Las toxinas más comunes elaboradas por 
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especies del género Fusarium moniliforme son las fumonisinas y  la zearalenona, pero 

se han encontrado otras especies produciendo: moniliformina y los tricoticenos 

(toxina T, vomitoxina). Fusarium spp. también causan podredumbres de la raíz, 

corona y tallo de las plantas, y algunos son capaces también de provocar 

enfermedades de marchitamiento vascular sistémico (Manning y Vandaro, 1973). 

 

Las especies de Pecinillium son consideradas como contaminantes habituales 

de diferentes sustratos y presentan la capacidad de producir diversas micotoxinas. 

Dentro de este género,  P. expansum es considerada la especie productora más 

importante de patulina, micotoxina que se ha encontrado en una amplia variedad de 

alimentos, como distintos tipos de frutas (manzanas, albaricoques, melocotones, 

peras, uvas, entre otras) y derivados (jugos de frutas) y también en cereales y 

ensilados. También presenta la capacidad de elaborar citrinina, la cual se ha detectado 

en algunos alimentos como el arroz, maíz, trigo y cebada, fundamentalmente 

(Soriano, 2007).  

 

El género Aspergillus comprende especies mayoritariamente ubicuas, 

aislándose de diferentes sustratos, aunque con mayor frecuencia de climas cálidos. 

Algunas especies tienen  interés por su importancia industrial, otras por ser agentes de 

biodeterioro o producir micotoxinas (aflatoxinas, acido ciclopiazónico, ocratoxina, 

citrinina, patulina, zearalenona) o por ser patógenas para los animales y los vegetales. 

Desde la descripción de la producción de ocratoxina A, por Aspergillus niger, el 

número de estudios sobre la capacidad ocratoxigénica de la especie ha aumentado 

considerablemente (Soriano, 2007). 

 

Se han descrito cuatro mecanismos de acción de los antagonistas para controlar 

el desarrollo de patógenos. 1) Parasitismo directo y muerte del patógeno, 2) 

competencia con el patógeno por el alimento, 3) efectos tóxicos directos sobre el 

patógeno por medio de sustancias antibióticas liberadas por el antagonista y 4) 
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efectos tóxicos indirectos sobre el patógeno por sustancias volátiles como el etileno, 

liberadas por las actividades metabólicas del organismo antagonista. (Cook y Baker, 

1983;  Melgarejo et al., 1989; Mondino y Vero, 1999) 

 

La capacidad de Burkholderia cepacia como agente de control biológico ha sido 

demostrada ante hongos fitopatógenos  Se han reportado disminución de 

enfermedades fúngicas como: manchas en las hojas de la nuez y  tabaco ocasionadas 

por cercosporas;  el moho azul y gris de la manzana (Malus syluestris L.) causada por 

Botrytis cinerea y Penicillium expansum, respectivamente, el damping-off causado 

por Fusarium oxysporum en plantas cebolla (Allium cepa L.) y reducción de daños 

ocasionados a la hoja del maíz por Bipolaris maydis  (Jayaswal et al., 1993; Holmes 

et al., 1998; El-Banna et al., 1998) 

 

La producción de un compuesto antifúngico ha sido considerado como uno de 

los mecanismos envueltos en el antagonismo (Upadhyay et al., 1991). Muchas 

especies pertenecientes al género Burkholderia tienen la habilidad de producir 

compuestos con actividad antimicrobiana (Hu y Young, 1998; Kang et al, 1998) que 

pueden ser potencialmente usados como agentes de biocontrol de hongos 

fitopatógenos. Esto ha sido demostrado muy bien con muchas especies pertenecientes 

al complejo B. cepacia.   

 

  La actividad antagónica de B. cepacia ha sido atribuida a la producción de 

compuestos extracelulares que incluyen proteasas, hemolisinas, lecitinasas y 

lipopolisacáridos, además de compuestos con actividad antibiótica, algunos de los 

cuales poseen actividad antifúngica, como Cepacidine A, Cepacidine B, Xylocandin y 

Pyrrolnitrin. Sin embargo, compuestos como Cepacin A y Cepacin B  solo  exhiben 

actividad antibacteriana. Los lipopeptidos inhiben fuertemente el crecimiento de 

algunos hongos del suelo, especialmente, Pythium ultimun y Collectotrichium sp., 

pero tiene poco efecto sobre Candida albicans, otras levaduras y algunos hongos 

10 



 

filamentosos patógenos o no. Cepacidin es un glucopéptido con una potente actividad 

antifúngica, pero no tiene actividad sobre bacterias. Cepacidine A y B  son 

compuestos fungotóxicos  que han demostrado una gran actividad sobre Botrytis 

cinerea y Penicillium expansum       (Parker et al., 1984; Abe y Nakazawa, 1993; Lee 

et al., 1994;  El-Banna et al., 1998). 

 

  Recientemente, Pandey et al. (2005) reportó un compuesto, ACC (1-amino-

ciclopropano-1-carboxylato deaminasa), con actividad antagónica contra Rhizoctonia 

solani y Sclerotinia sclerotiorum aislado de una especie de Burkholderia endófita. 

Igualmente encontró que la ACC desaminasa puede actuar sinérgicamente con otros 

mecanismos de control biológicos reduciendo los síntomas desarrollados sin tener 

efecto sobre la densidad poblacional del agente patógeno (Wang et al., 2000). 

 

Algunos miembros del complejo B. cepacia, pueden actuar directamente 

estimulando el crecimiento de la planta.  Por ejemplo, la inoculación de cultivos 

como el maíz o el sorgo han incrementado la biomasa de raíces y tallo (Chiarini et al., 

1998; Bevivino      et al., 2000). La promoción del crecimiento de B. cepacia 

probablemente se deba a la combinación de mecanismos que envuelven tanto a la 

planta como a la bacteria. Las rizobacterias facilitan el crecimiento de la planta 

previniendo la proliferación del organismo patógeno o estimulando directamente el 

crecimiento mediante la adquisición de fuentes nutricionales como nitrógeno, fósforo 

y hierro, u hormonas como auxinas o citokininas; también pueden disminuir los 

niveles de etileno a través de la acción de la enzima ACC desaminasa (Glick et al., 

1999;  Vessey, 2003). 

 

  Se ha demostrado que la promoción del crecimiento en las plantas, inducida por 

la especie B. vietnamiensi, se debe a la producción de fitohormonas y la fijación del 

nitrógeno atmosférico por la bacteria. Se han aislado nuevas especies de Burkholderia 

diazotróficas de plantas de maíz y café (Estrada de los Santos et al., 2001). Algunos 

11 



 

miembros del género expresan una enzima (fosforibosil-quinolato-transferasa) que 

está envuelta en la promoción del crecimiento de las plantas, así como altos niveles 

de ACC desaminasa. Esta última hidroliza la ACC  a amonio y α-cetobutirato, 

disminuyendo a su vez los niveles de  etileno en las plantas (Glick, et al., 2007).  Sin 

embargo, es importante señalar que la actividad de la ACC desaminasa o los genes 

asociados también pueden estar presentes en miembros del género B. cepacia 

considerados como fitopatógenos. Recientemente, Blaha, et al. (2006), demostró la 

presencia de genes que codifican para la ACC desaminasa (acdS) en algunas especies 

de Burkholderia, incluyendo PGPR (bacterias promotoras del crecimiento de las 

plantas), fitopatógenas e inclusive patógenos humanos oportunistas. 

 

  Las enfermedades ocasionadas por hongos causan pérdidas millonarias en la 

agricultura, además, algunos de ellos producen compuestos que son tóxicos al 

consumidor (micotoxinas). Los fungicidas son la  primera elección para el control de 

estas infecciones, pero su uso es controversial debido a los efectos ambientales 

indeseables que ocasionan (McSpadden, 2001). 

 

  Los problemas ambientales causados por el uso de biopesticidas representan 

una preocupación a nivel mundial, sin embargo,  las investigaciones relacionadas con 

alternativas básicas que guíen políticas de manejo de pesticidas, hasta la fecha, han 

sido infructuosas. La aplicación de microorganismos rizosféricos  es una alternativa, 

en biotecnología,  a los quimiotóxicos  que además de ser altamente contaminantes y 

peligrosos a la salud, resultan costosos, principalmente en paises subdesarrollados 

(Anauratha  y  Gnanamanickam, 1990). 

 

  B. cepacia ha sido caracterizada no sólo por su extraordinaria versatilidad 

metabólica, también por la inusual organización de su genoma que juega un papel 

muy importante en la capacidad de esta especie de desarrollar nuevas funciones y de 
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adaptarse a diferentes ambientes. Sin embargo los riesgos asociados con la utilización 

de esta bacteria  como agente de control biológico  no están   aún claros,  y su uso no 

se recomienda hasta conocer más sobre los efectos ambientales de algunos de los 

miembros del complejo B. cepacia y cómo afectan  las condiciones de cultivo,  el 

poder  o la actividad antimicrobiana que ellas desarrollan (Govan y Deretic, 1996; 

Govan et al., 1996; Gilligan, 1999; Lipuma et al., 2002;  Speert et al., 2000).  

 

  Especies de Burkholderia han sido encontradas como endófitas de plantas 

diferentes al huésped original de la misma. Así, B. phytofirmans originalmente 

aislada de raíces de cebolla en asociación simbiótica con el hongo Glomus 

vesiculiferum puede establecer rápidamente poblaciones rizosféricas y endófitas en 

plantas de papa, tomate, melón (Frommel et al., 1991; Ait Barka, et al., 2000;  

Nowak y Shulaev, 2003;  Compant et al., 2005). El uso de bacterias endófitas para el 

control de enfermedades de plantas es  importante porque la bacteria puede actuar 

como protector biológico de microambientes específicos así como inducir el 

metabolismo de las plantas a responder rápidamente ante condiciones de stress. Así 

mismo, las bacterias endófitas son más efectivas que las de vida libre colonizando 

raíces y hojas porque forman asociaciones cerradas con la planta (Compant, et al., 

2005).   

 

  El presente trabajo de investigación representa un aporte a la búsqueda de 

alternativas para la disminución del uso de compuestos químicos que contribuyen a la 

acumulación de residuos tóxicos en los alimentos y en  el ambiente con   serias    

consecuencias   a   la salud humana. Desde el punto de vista económico esto reduciría 

costos, debido a que se estarían explotando recursos ya existentes.  Así como también 

tendría un impacto ecológico ya que se podría tratar enfermedades en cultivos 

agrícolas en forma natural únicamente trabajando con la manipulación de un 

microorganismo antagónico que no alteraría el ecosistema existente en la microflora 
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de la raíz en las plantas. Por ello el objetivo de este estudio fue evaluar la actividad 

antifúngica de B. cepacia aislada de maíz amarillo (Zea mays) bajo diferentes 

condiciones de cultivo. 



MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

1.1. Muestreo 

 

  Para la realización del presente trabajo se recolectaron muestras de rizósfera de 

maíz amarillo (Zea mays L.) en cuatro plantaciones ubicadas en el municipio Montes 

del estado Sucre, Venezuela, durante los meses abril y septiembre de 2006. Las 

plantaciones fueron la Finca “San Baltazar” en Cumanacoa (Plantación 1), Fincas “El 

Rosario” (Plantación 2)   y “La Granja” (Plantación 3)  ubicadas en el Valle de 

Cumanacoa y la Finca “Neverí” (Plantación 4) ubicada en Cocollar. 

 

  Los muestreos se realizaron siguiendo la técnica de recolección de muestras 

vegetales descrita por López  y López (1990) en parcelas de aproximadamente 10.000 

m2.  Cada  parcela se dividió en unidades de muestreo, las cuales consistieron en un 

conjunto de plantas, visualmente parecidas, con el mismo vigor, el mismo tiempo de 

desarrollo, estaban en el mismo tipo de suelo, y a las que se les practicó las mismas 

técnicas culturales. Las plantas  fueron representativas de la unidad de muestreo en 

cuanto a color, textura, tratamientos y cultivos.  Se tomaron de 2 a  3 muestras en cada 

parcela (el número de muestras dependió de la variabilidad o heterogeneidad de la 

parcela) utilizando la técnica de zig-zag (figura 1).  

 

  Se  extrajeron  plantas de  maíz  en  diferentes  estadíos  del  desarrollo,  se  

removió       la tierra  cercana a la raíz (aproximadamente  10 cm de  profundidad)  y  

se          tomaron  muestras de rizósfera de estas plantas.  Las raíces de las  plantas  se     

sacudieron  suavemente  eliminando  el suelo  en  exceso,  quedando  presente            

sólo  el  suelo   rizosférico   y   el  del  rizoplano (en contacto con la raíz). 

 

15 

 



 

 
Figura 1. Plantación de maíz amarillo. Finca San Baltazar. Cumanacoa.  
Septiembre, 2006. 
 

  Luego se colocaron todas las muestras en una bolsa común  y fueron 

trasladadas al Laboratorio de Micología del Departamento de Bioanálisis (U.D.O., 

Sucre) para su procesamiento.  

 

  Posteriormente, se procedió a eliminar el suelo adherido a la rizósfera de cada 

una de las plantas,  el cual se desprendió mediante un lavado con agitación constante 

(vortex)  durante una 15 min. 
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Figura 2. Rizósfera de maíz amarillo (Zea mays L.). Plantaciones del Municipio 
Montes. Septiembre, 2006. 

 

 

1.2. Aislamiento de las  colonias bacterianas 

 

  Para el aislamiento de las colonias bacterianas se siguió el método descrito por  

Di Cello et al.,1997. Se agregaron 10g de cada  muestra de rizósfera  en un 

erlenmeyer que contenía 90ml de solución isotónica de cloruro de sodio al 0,9%,  

luego se mezcló en shaker (Precision Scientific) durante 10 minutos. Se prepararon 

tubos con 9 ml de Solución salina fisiológica y se realizaron diluciones seriadas hasta  

10-8 . 

 

  Se realizaron  las siembras por agotamiento en superficie tomando  100 μl, de 

cada dilución y se dispensaron en placas de petri con agar nutritivo para el conteo 

total de bacterias del suelo, medio de cultivo no selectivo como agar Luria-Bertani 

(LB) adicionado con Polimixina B (600 U) para el aislamiento de B. cepacia, y medio 

selectivo como agar BC (Oxoid, England) y agar  MacConkey (Difco, U.S.A.) para el 

aislamiento de enterobacterias, las placas se incubaron a 30ºC durante 24 a 48 horas.  

17 



 

A todos los medios se les adicionó cicloheximida al 1% para evitar o disminuir el 

crecimiento de hongos. 

 

  Se realizaron tres repeticiones por cada dilución y para cada una de las 

muestras, expresando los resultados como UFC·g-1 de suelo seco, realizando los 

cálculos correspondientes en cada caso. 

 

1.2. Caracterización morfológica de las colonias  

 

  Las colonias aisladas fueron caracterizadas morfológicamente según el color, 

consistencia, tamaño, margen y la presencia de pigmento difusible. A cada una se le 

realizó coloración de Gram.  Luego fueron purificadas transfiriéndolas a placas con 

agar LB adicionado con Polimixina B (600 U). 

 

1.4. Caracterización bioquímica e Identificación de Burkholderia cepacia 

 

  A todas las colonias aisladas se les realizó las siguientes pruebas: Oxidasa 

(tetramethyl p-phenylendiamine dihycloride 1%), reacción a la lisina descarboxilasa, 

resistencia a la Polimixina B y oxidación de azúcares (glucosa, sucrosa, lactosa y 

manitol al 10%) en medio oxidación- fermentación, siguiendo los procedimientos y 

esquemas de diagnósticos establecidos para el aislamiento e identificación de bacilos 

Gram negativos No Fermentadores de Glucosa descritas por McMenamin et al. 

(2000) y Koneman et al. (1999). Los aislados fueron luego identificados utilizando el 

sistema comercial de diagnóstico rápido API 20NE (BioMérieux, France). 

 

1.5. Cepas y Condiciones de Cultivo 

 

  Para el presente estudio se utilizaron, además de las cepas de B. cepacia 

obtenidas de rizósfera de maíz, una cepa certificada de origen ambiental CVCM 626 
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(ATCC 25416)  y  un aislado de origen clínico (CVCM 1328), provenientes del 

Centro Venezolano de Colección de Microorganismos, con la finalidad de comparar 

la acción de las mismas. Todas las cepas de B. cepacia  fueron mantenidas en caldo 

Tripticasa Soya (Difco) con Glicerol al 15%. 

 

  Las cepas fúngicas en las que se probó el poder antagónico fueron Fusarium 

solani, Fusarium moniliforme, Aspergillus niger, Penicillium expansum, Trichoderma 

viride,  las cuales pertenecen al Cepario del Laboratorio de Micología del 

Departamento de Bioanálisis,  UDO-Sucre. Las mismas fueron mantenidas en tubos 

con agar Papa Dextrosa (HiMedia, India).  

 

1.6. Subcultivo de las Cepas Bacterianas 

 

  Las cepas de B. cepacia fueron subcultivadas en caldo nutritivo. Luego  se 

incubaron  en Shaker (Precision Scientific), a 30ºC durante 18 a 24  horas o hasta 

observar crecimiento (turbidez).  Posteriormente, fueron sembradas en agar Luria 

Bertani (LB) o Agar Nutritivo (Oxoid, England), incubadas a 30ºC durante 18-24 

horas. 

 

1.7. Determinación de la Actividad Antifúngica 

 

1.7.1.  Efecto Antagónico de B. cepacia. 

 

  A todas las cepas de B. cepacia aisladas se les comprobó su habilidad de inhibir 

el crecimiento de los hongos fitopatógenos antes mencionados,  utilizando métodos 

directos e indirectos en placas de Petri que contenian agar Papa Dextrosa (Difco) y 

Medio M9 (Miller, 1972). 
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1.7.2. Método Directo 

 

  Se inocularon colonias de B. cepacia en la superficie de las placas de Petri que 

fueron diseminadas previamente con 100 μl  de una suspensión de conidios de cada 

uno de los hongos con concentraciones de 104 a 105 conidios/ml en  NaCl 0,9%  (Bell 

et al., 1982). 

 

1.7.3. Método Indirecto 

 

  Se dispensaron  100 μl de suspensión de conidios, de cada hongo estudiado,  en 

placas con  agar Papa Dexttrosa (Difco, USA)  y  agar M9 (Miller, 1972), y luego se 

diseminaron por agotamiento en superficie con asa de Digraslky. Se colocaron  dos 

discos de agar de 6mm de diámetro, de cultivos de B. cepacia (18-24 horas de 

desarrollo) sobre las placas que contenian los cultivos fúngicos, uno haciendo 

contacto por la zona del desarrollo microbiano y otro por la zona del medio de 

cultivo. Simultáneamente, en cada placa se probaron discos que contenian 

únicamente medio de cultivo, como control, y una placa que contenia solo los discos 

de agar con la cepa bacteriana para comprobar su viabilidad. Las placas fueron 

incubadas a 30ºC durante 3 a 5 días.  Al finalizar este tiempo se midieron los halos 

inhibitorios producidos.  Las pruebas se realizaron por triplicado (Mitidieri, 1988). 

 

1.7.4. Lectura de los halos de Inhibición.  

  Después del tiempo de incubación se procedió a leer el diámetro de las zonas de 

completa inhibición con un pie de rey o regla. Los resultados se expresaron en 

milímetros (mm). 

  Además se observó la inhibición, total o parcial, de la esporulación en los 

hongos, ocasionada por el contacto con las cepas bacterianas a estudiar. 
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1.8.  Determinación del Efecto de las condiciones de Cultivo en la Actividad 

Antifúngica 

 

  Para  medir el efecto de diferentes condiciones de cultivo sobre la actividad 

antifúngica de B. cepacia se empleó el medio M9 (Miller, 1972), que ofrece las 

condiciones fisiológicas necesarias para el desarrollo tanto de B. cepacia como de los 

hongos a estudiar;  la composición del medio es la siguiente: Na2HPO4, 6 g;  

KH2PO4, 3 g;   NaCl, 0.5g;   NH4Cl, 1g   y  agua destilada c.s.p., 1000 ml;  mediante 

la técnica descrita por Upadhyay et al. (1991). 

 

1.8.1.  Influencia de la fuente de carbono sobre la actividad antifungica de B. cepacia 

 

  Se utilizaron  las siguientes fuentes de carbono: xylosa, fructosa, manosa, 

maltosa,  sucrosa, glucosa y lactosa,  cada una de las cuales se adicionaron, por 

separado,  al medio M9 a una concentración final de 0,2% p/v. 

 

1.8.2. Influencia de la fuente de nitrógeno sobre la actividad antifungica de B. cepacia 

  Como fuentes de nitrógeno se utilizaron los aminoácidos cisteína, valina, lisina, 

arginina leucina y alanina, cada uno de los cuales fueron adicionados, por separado,  

al medio M9 hasta una concentración final de 0,1%. 

 

1.8.3. Efecto del pH sobre la actividad antifúngica de B. cepacia 

 

El efecto del pH fué evaluado ajustando el medio M9 con NaOH y HCl, a 

diferentes  intervalos de 0,5 unidades en un rango de pH de 3,5 a 9,0 , el cual fue 

medido en  Phmetro (GLP 540). 
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1.8.4. Efecto de la temperatura sobre la actividad antifúngica de B. cepacia 

 

 El efecto de la temperatura sobre la actividad antifúngica de la bacteria se 

determinó utilizando las siguientes temperaturas: 25, 30, 35 y 40ºC para el 

crecimiento de                  B. cepacia. 

 

1.9. Aislamiento y Purificación de los posibles compuestos antifúngicos. 

 

1.9.1. Extracción de metabolitos activos de las cepas de B. cepacia. 

 

Las cepas de B. cepacia (provenientes de un cultivo de 24 horas) a estudiar 

fueron inoculadas en un erlenmeyer de 500 ml de capacidad que contenía 200 ml de 

caldo nutritivo (Oxoid, England ) y dejadas a 30ºC (temperatura ambiente) en 

rotación (shaker) a 240 rpm hasta su crecimiento. La actividad antimicrobiana de B. 

cepacia aumenta durante la fase estacionaria para una máxima actividad a las 120 h 

(El-Banna and Winkelmann, 1998). Basándonos en estos datos, el período de 

incubación de          B. cepacia fue fijado a 5 días con el fin de obtener una máxima 

producción de sustancias antifúngicas.   

 

Luego, se centrifugó durante 20 minutos a 5000 rpm para separar las células del 

medio de cultivo. Se acidificó el sobrenadante con ácido trifluoroacético (TFA) al 

10% hasta llegar a un pH 2 ó 3.  Se centrifugó a 1500 rpm durante 15 min para 

extraer residuos insolubles (Bernal et al., 2002). El extracto fue conservado en 

refrigeración para realizar cromatografía, previo a esto, se comprobó la actividad 

antifúngica del compuesto obtenido según el método de excavación en placas 

(Mitidieri, 1998); para ello, se prepararon placas de agar M9 inoculado con el hongo 

(T. viride) seguidamente, de manera aséptica, se hicieron pozos de 6mm  de  diámetro 

y se procedió a colocar con micropipeta, 100µl del metabolito activo extraido. Se 

permitió la difusión de la sustancia activa durante 20 a 30 min y se incubaron las 
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placas a 30 ºC durante 72 horas.  Se ensayò un aplaca control con ácido 

trifluoroacético al 10%.  Finalmente, se determinó el porcentaje de inhibición 

producido por el extracto de metabolitos activos de las cepas de B. cepacia sobre T. 

viride. 

 

1.9.2. Cálculo del Porcentaje de Inhibición: 

 

  El porcentaje de inhibición del hongo fué calculado utilizando la siguiente 

formula:        
r1 – r2  x 100  (Whipps, 1987) 

 r1

donde:       

r1 =  distancia de crecimiento del hongo en dirección a la bacteria antagonista 

       r2 =  distancia entre el hongo y la bacteria (zona de inhibición) 

 

1.10. Determinación de Compuestos antifúngicos mediante Cromatografía en 

Capa Fina (TLC) 

 

  La determinación de los compuestos antifúngicos de las cepas de B. cepacia se 

realizó siguiendo la metodología descrita por Jayaswal et al. (1990). Para ello, se 

tomó el sobrenadante acidificado y se le agregó 1,5 volumenes de acetato de etilo 

(80%). Se agitó vigorosamente, luego se centrifugó durante 10 minutos a 5000 rpm 

para separar las fases.  Se conservó la fase orgánica (superior), luego se  hizo una 

segunda extracción  de la fase acuosa con acetato de etilo. Se secó el solvente con 

rotaevaporador (Buchii         R-200) y fue concentrado hasta 280 ml.  Se centrifugó a 

1500 rpm durante 15 min para extraer residuos insolubles.  

23 



 

24 

  Se procedió determinar los  compuestos antifúngicos de las fracciones 

colectadas, suspendiéndolas en 10 ml metanol,  mediante Cromatografía en capa fina 

utilizando cromatofolios de silica gel (Merck®, N.J.)  Como fase móvil de emplearon 

varias mezclas de solventes: Cloruro de etilo-metanol (9:1, v/v), Cloruro de etilo-

acetona (4:1, v/v), Cloruro de etilo-acetato de etilo (9:1, v/v), Cloroformo-acetona 

(9:1, v/v), hexano-acetona (3:1 v/v) . Luego de la corrida, las placas se observaron 

con Luz Ultravioleta (UV) a 315nm, luego se reveló con vapores de iodo. Se procedió 

luego a eluir los compuestos de la placa, recortando en pequeños pedacitos la banda, 

se colocaron en 10 ml de acetona y se agitó durante 1 hora. Se centrifugó por 10 min 

a 10000 rpm. Se retiró el solvente con pipeta pasteur y se evaporó a baja presión. El 

residuo se conservó en nevera. 

 

  Posteriormente, se procedió a medir la actividad antifúngica de  cada fracción 

obtenida cargando discos de papel filtro (Watman N 5) con el compuesto a ensayar 

disuelto en solvente volátil (acetona al 10%), se dejó evaporar el solvente y se le 

midió la actividad antifúngica  utilizando la técnica de excavación en placas de Petri, 

ya descrita. Se probó la actividad del solvente adicionalmente en otra placa. 

Análisis Estadístico  

 

  Las pruebas se elaboraron por triplicado, con el fín de controlar las diferencias 

en los efectos antifúngicos, se midió el diámetro de los halos de inhibición formados 

(en milímetros) y se aplicó análisis de varianza de una vía (ANOVA) con un nivel de 

confianza del 95% . Aquellos resultados que presentaron diferencias significativas se 

les aplicó  la prueba de Tukey (Zar, 1984). 



RESULTADOS 
 

 

Aislamiento y caracterización fenotípica de B. cepacia aisladas de maíz amarillo 

(Zea mays L) 

 

  En la tabla 1 se muestra la población bacteriana presente en la rizósfera de maíz 

de las diferentes plantaciones estudiadas y la flora bacteriana total. Estos resultados 

muestran que no hubo diferencia significativa (p<0,05) en los niveles poblacionales 

de la flora bacteriana en las diferentes plantaciones del Municipio Montes estudiadas; 

encontrándose predominando en la rizósfera de maíz al género Pseudomonas (22,8%) 

seguido de Burkholderia y Azospirillium (con 17,9% y 17,1%  respectivamente). 

 

Las características morfológicas y bioquímicas de las cepas de B. cepacia 

aisladas de las plantaciones de  maíz en el Municipio Montes se muestran en la tabla 

2.  Todas las cepas demostraron ser bacilos Gram negativos, rectos o ligeramente 

curvos, de 0,5 a 1,5 µm aproximadamente. Se pudo obtener buen crecimiento en  agar 

MacConkey a una temperatura de 30°C. En cuanto a sus características morfológicas 

las cepas mostraron un patrón uniforme en la forma, tamaño y color, reflejándose 

como cepas lactosa negativa en el medio de agar MacConkey, pequeñas, redondas, de 

bordes lisos, y el 52,6% de las cepas presentaron un ligero color amarillento en agar 

nutritivo. Se utilizaron las pruebas de Kligler, OF, oxidasa y catalasa, para determinar 

que no eran bacterias entéricas.  

 

  De las 19 cepas identificadas como B. cepacia, todas resultaron ser oxidasa 

positiva, las pruebas de Oxidación–Fermentación de azúcares mostraron que la 

mayoría de las cepas eran positivas para glucosa, maltosa y sacarosa,  pero 11 

(57,9%) fueron positivas para manitol. Todas las cepas resultaron ser motilidad 
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positiva, Lisina positiva y    Polimixina B (300U)  resistentes.  En  el  caso de la 

pruebas de hidrólisis  

 



 

 

 

Tabla 1. Géneros bacterianos asociados a rizósfera de maíz (Zea mays L) y flora bacteriana total (promedios de UFC/g de 
rizósfera) en las cuatro plantaciones de estudio. Municipio Montes, estado Sucre. Abril-Septiembre de 2006.  
 
 

                                                                               Plantaciones 

Género 1 2 3 4 TOTAL 

 UFC/g % UFC/g % UFC/g % UFC/g % UFC/g % 

Pseudomonas 2,5x106 29,4 2,2x106 26,1 1,7x106 18,5 1,5x106 20,0 7,9x106   22,8 

Azospirillum 1,5x106 17,6 1,2 x10 14,3 2,4x106 26,1 1,1x106 14,6 6,2x106   17,9 

Burkholderia 1,3x106 15,3 1,6x106 19,0 2,0x106 21,7 1,0x106 13,3 5,9x106     17,1 

Azotobacter 1,1x106 12,9 0,8x106   9,5 1,1x106 11,9 1,5x106 20,0 4,5x106     13,0 

Bacillus 0,9x106 10,6 1,7x106 20,2 0,6x106 6,5 0,8x106 10,6 5,0x106     14,5 

Rhyzobium 0,5x106   5,9 0,4x106   4,8 0,8x106 8,7 0,9x106 12,0 2,6x106     7,5 

Enterobacter 0,4x106   4,7 0,5x106   5,9 0,6x106 6,5 0,0x106   0,0 1,5x106     4,3 

Klebsiella 0,3x106   3,5 0,0x106   0,0 0,0x106 18,5 0,7x106   9,3 1,0x106     2,9 

Flora Total 8,5x106 8,4x106 9,2x106 7,5x106  3,46x107  
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Tabla 2. Características morfológicas y bioquímicas de  las cepas de Burkholderia 
cepacia aisladas de maiz amarillo (Zea mays L) en cuatro plantaciones del Municipio 
Montes, estado Sucre. Abril-Septiembre 2006. 
 

      OF: oxidación-fermentación 

Características Resultado Nº cepas % 

 

Morfológicas 

   

             Gram - 19 100 

             Motilidad + 19 100 

             Pigmento amarillo 10 52,6 

 

Bioquímicas 

   

           Oxidasa + 19 100 

           Kligler alc/alc + 19 100 

           OF Glucosa + 19 100 

           OF Maltosa + 19 100 

           OF  Manitol + 11 57,9 

           OF Sacarosa + 17 89,5 

           OF Xilosa + 15 78,9 

           Adonitol + 14 73,7 

           Lisina descarboxilasa + 19 100 

           Ornitina descarboxilasa - 5 26,3 

           Arginina dihidrolasa - 19 100 

           Gelatina + 15 78,9 

           Hidrólisis de esculina + 11 57,9 

           Polimixina B (300U) R 19 100 
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de la esculina y licuación de la gelatina el mayor porcentaje de las cepas resultaron 

positivas a estas pruebas. Estos resultados permitieron caracterizarlas  

bioquímicamente, resultando  la  presencia  de cuatro variaciones fenotípicas, y 

siendo las características, correspondiente a la variación 1,  las más frecuentes en el 

grupo de cepas de B. cepacia  aisladas  (Tabla 3). 

 

  La caracterización bioquímica y fisiológica, de las cepas de B. cepacia aisladas 

de rizósfera de maíz, utilizando el kit comercial API 20NE confirmó los resultados 

obtenidos por el método convencional. A pesar de que la  identificación utilizando 

este kit es mucho más rápida y sencilla resulta muy costosa para la identificación del 

gran número de cepas que se obtienen del suelo. 

 

  Las cepas crecieron a temperaturas entre 20 y 45ºC, pero el crecimiento óptimo 

se obtuvo a 30ºC.  No se observó crecimiento de las cepas a pH menores de 3 o 

mayores de 9, el máximo crecimiento se obtuvo a pH 6.   

 

  La tabla 4 muestra las variaciones fenotípicas en las características mostradas 

por las distintas   cepas  de   B. cepacia   aisladas   en   diferentes   plantaciones,   no  

observándose diferencias significativas (p<0,05) entre ellas,  la variación 1 y la 2 

resultaron ser las más frecuentes en las cuatro plantaciones; observándose la variación 

3 sólo en la plantación 2. 

 



 

 

 

Tabla 3. Variaciones fenotípicas de identificación  bioquímica de  las cepas de Burkholderia cepacia aisladas de Maiz 
amarillo (Zea mays L) en cuatro plantaciones del Municipio Montes, estado Sucre. Abril-Septiembre 2006. 
 

 

Variedad N OX GLU MAN LAC SAC XIL ADO LIS ORN ARG GEL ESC PB 

 

1 

 

9 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

- 

 

+ 

 

+ 

 

R 

2 5 + + + - + + + + - - + - R 

3 3 + + + - + + - + + - + - R 

4 2 + + + + + - - + + - - + R 

 

N: número de cepas; OX: oxidasa; GLU: glucosa; MAN: manitol; LAC: lactosa; SAC: sacarosa; XIL: xilosa; ADO: 

adonitol;     LIS: lisina; ARG: arginina; ESC: esculina; GEL: gelatina; PB: Polimixina B (300U) 
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Tabla 4. Variedades fenotípicas de los aislados de B. cepacia  en las diferentes 
plantaciones del Municipio Montes, estado Sucre. Abril-Septiembre 2006. 
 

Plantaciones 

      1       2      3     4 

 

Variación 

n % n % N % n %

 

1 

 

5 

 

62,5 

 

7 

 

70,0 

 

8 

 

66,7 

 

5 45,4

2 2 25,0 1 10,0 4 33,3 4 36,4

3 0   0,0 2 20,0 0   0,0 0 0,0

4 1 12,5 0   0,0 0   0,0 2 18,2

 

n: número de cepas 

 

 

Actividad Antifúngica de Burkholderia cepacia  

 

Método Directo 

  Las propiedades antifúngicas de las cepas de B. cepacia frente a varios 

fitopatógenos importantes determinadas por el método directo de enfrentamientos 

duales  se muestra en la tabla 5. Para  ello  se  escogieron  cuatro de las cepas, una de 

cada plantación estudiada, que  demostraron la mayor actividad antagónica frente a  

hongos   estudiados,   las cuales fueron nombradas de acuerdo al lugar de origen y al 

orden de identificación como: SB2, ER3, LG12 y N10. 

 

  Las cuatro cepas de B. cepacia (SB2, ER3, LG12 y N10),  aisladas de rizósfera 

de maíz, mostraron  una  actividad antifúngica  similar únicamente frente a 

Trichoderma  viride con zonas de inhibición promedio de 8,5 , 8,8 , 9,9  y 8,0 mm, 

respectivamente, mientras que la mayor actividad se obtuvo con la cepa CVCM 626 
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(ATCC 25416) con un promedio de inhibición de 13,9 mm (ANOVA a: 0,05; F: 

60,42; Tukey HSD a: 0,01). Sin embargo, se observó que las cepas SB2, ER3, LG12 

ocasionaron una inhibición parcial de la esporulación de  Fusarium solani y Fusarium 

moniliforme y una inhibición total de la esporulación de  Aspergillus niger y 

Penicillium expansum observándose la formación de micelio aéreo estéril. 

 

Tabla 5.  Promedio (mm) de los halos de inhibición producidos por las cepas de 
Burkholderia cepacia frente a hongos fitopatógenos mediante enfrentamiento dual 
(método directo). Período de incubación 72 horas. 
 

  *Cepa equivalente a CVCM 626 

Diámetros de  Inhibición (mm)  

Microorganismo SB2 ER3 LG12 N10 ATCC 

25416* 

CVCM 

1282 

 

Trichoderma viride 

 

8,5 

 

8,8 

 

9,9 

 

8,0 

 

13,9 

 

0,0 

Fusarium moniliforme 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Fusarium solani 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 0,0 

Aspergillus niger 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

Penicillium expansum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

 

  Fusarium solani, no presentó sensibilidad frente a las cepas  SB2, ER3, LG12 y 

N10 pero sí fue inhibido por  la cepa ATCC 25416 con una inhibición promedio de 

3,0 mm. La cepa CVCM 1282, correspondiente a un aislado clínico, no demostró 

ningún tipo de antagonismo frente a los hongos fitopatógenos estudiados. 
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B. cepacia 

 

Figura 3. Inhibición de Trichoderma viride  producida por una cepa de Burkholderia 
cepacia por el método directo de enfrentamientos duales. 
 

Método Indirecto 

 

  La tabla 6 muestra los promedios de halos de inhibición producidos por las 

cepas de          B. cepacia frente a diferentes hongos, utilizando la técnica de discos de 

agar con cultivo de B. cepacia de 18 a 24 horas.  

 

  Se obtuvieron mayores halos de inhibición producidos por las cepas SB2, ER3, 

LG12, N10 y ATCC 25416 frente a Trichoderma viride, al colocar los discos de agar 

haciendo contacto directo con el microorganismo (Aa) encontrándose promedios de 

halos de inhibición de (10 mm, 9,9 mm, 10,3 mm, 8,9 mm y 14,8 mm 

respectivamente), en comparación con los promedios de halos de inhibición obtenidos 

a partir de los discos de agar con cepas de B. cepacia haciendo contacto con el medio 

de cultivo (Bb). En cambio, los halos de inhibición de la cepa ATCC 25416 frente a 

Fusarium solani aumentaron (Aa= 3,0mm; Bb= 4,1). La cepa ATCC 25416 demostró 
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una  actividad  antifúngica  significativamente mayor  que  los aislados de maíz, con 

promedios de halos de inhibición  de: Aa= 14,8mm  y Bb= 10,9mm (ANOVA a: 0,05; 

F: 63,92; Tukey a: 0,01). 

 

                              

A 

B 

  

Figura  4. Inhibición de Trichoderma viride  producida por una cepa de Burkholderia 
cepacia por el método indirecto. A: Disco de agar haciendo contacto con el medio de 
cultivo.  B: Disco de agar haciendo contacto con el microorganismo. 
 

 



 

 

 

Tabla  6.  Promedio (mm) de halos de inhibición producidos por las cepas de Burkholderia cepacia frente a  hongos  
fitopatógenos mediante la técnica  de discos  de agar (método indirecto). Período de incubación 72 horas. 
 
  

Diámetro Halos de Inhibición (mm) 

SB2 ER3 LG12 N10 CVCM 

626 

CVCM 

1282 

 

 

 

Microorganismo 

 
Aa Bb Aa B A B Ab a Bb Aa b a Bb Aa Bb 

Trichoderma viride 10,0 8,0 9,9 8,7 10,3 8,0 8,9 7,9 14,8 10,9 0,0 0,0 

Fusarium moniliforme  0,0 2,0 0,0 2,0 0,0 2,6 0,0 2,4 0,0 0,0 0,0 0,0 

Fusarium solani 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 4,1 0,0 0,0 

Aspergillus niger 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,5 0,0 0,0 0,0 

Penicillium expansum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

 
a Haciendo contacto con el medio de cultivo 
b Haciendo contacto con el microorganismo
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Debido a que el mayor efecto antagónico de las cepas de B. cepacia se demostró 

sobre T. viride, se utilizó sólo este hongo para los ensayos posteriores. 

 

Efecto de las condiciones de cultivo sobre la actividad antifúngica  

 

  El efecto de la temperatura sobre la actividad antifúngica de las cepas de 

Burkholderia cepacia frente a Trichoderma viride se muestra en la figura 3, 

demostrándose que la actividad es dependiente de la temperatura de crecimiento de la 

bacteria. La mayor actividad antifúngica se obtuvo en un rango de temperatura de 18 

a 35ºC, obteniéndose el mayor efecto inhibitorio cuando las cepas de B. cepacia 

ATCC, SB2, ER3, LG12 y N10 fueron incubadas a 35ºC, mientras que a 

temperaturas menores o mayores  de 35ºC los halos de inhibición producidos por la 

bacteria contra T. viride fueron menores. A 40ºC  se inhibió tanto el crecimiento 

como la actividad antifúngica de las cepas bacterianas. 

 

  La actividad antifúngica de B. cepacia también es afectada por el cambio de pH 

(figura 4). Se observó actividad antifúngica de todas las cepas de B. cepacia en un 

rango de pH ácido (4,5 – 6,5).  El máximo nivel de antagonismo se observó a pH 5, 

excepto con la  cepa   N10 que produjo el mayor antagonismo a  pH 5,5.   

 

  No se produjeron halos de inhibición a pH 8,0 y 8,5, sin embargo, hubo 

crecimiento de las cepas de  B. cepacia y todas produjeron pigmentación. 

Demostrando con esto que la producción de pigmento extracelular o no, por parte de 

la bacteria, no influye en la actividad antagónica de la misma.  No se observó 

crecimiento de las cepas de B. cepacia a  pH 3,5 y 9,0. 

 

  La figura 5 muestra que el efecto antagónico de las cepas SB2, ER3, LG12, 

N10 y ATCC 25416  contra T. viride fue mayor en presencia de xilosa y maltosa 

como  
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Figura 5. Efecto de la temperatura sobre la actividad antifúngica de cepas de Burkholderia cepacia en cepas aisladas de 
rizósfera de maíz amarillo (Zea mays L.) en diferentes plantaciones sobre Trichoderma viride. Municipio Montes, Estado 
Sucre.        Abril-Septiembre de 2006. 
 
 

37 

 



 

 

 

38 

 

 
Figura 6. Efecto del pH sobre la actividad antifúngica de cepas de Burkholderia cepacia aisladas de rizósfera de maíz 
amarillo (Zea mays L.) en diferentes plantaciones, sobre Trichoderma viride. Municipio Montes, Estado Sucre.  Abril-
Septiembre de 2006 

 

 

 



 

 

 

 

 

Figura 7. Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la actividad antifúngica de cepas de Burkholderia cepacia aisladas 
de rizósfera de maíz amarillo (Zea mays L.) en diferentes plantaciones, sobre Trichoderma viride. Municipio Montes, 
Estado Sucre.  Abril-Septiembre de 2006 
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Figura 8. Efecto de la variación de la fuente de nitrógeno sobre la actividad antifúngica de cepas de Burkholderia cepacia 
aisladas de rizósfera de maíz amarillo (Zea mays L.) en diferentes plantaciones, sobre Trichoderma viride. Municipio 
Montes, Estado Sucre.  Abril-Septiembre de 2006 
 

 



únicas fuentes   de carbono, indicando que estos carbohidratos aumentan la 

producción de metabolitos antifúngicos de las cepas bacterianas, sin embargo, en 

presencia de glucosa y lactosa se redujeron notablemente los halos de inhibición.  

 

  La utilización de aminoácidos como única fuente de nitrógeno mostró variación 

en el nivel del antagonismo de las cepas de B. cepacia (figura 6). Obteniéndose 

aumento de  los  halos de inhibición producidos por todas  las  cepas  bacterianas   

estudiadas    en    presencia   de aminoácidos como cisteina, leucina y valina. 

 

Determinación de la actividad inhibitoria de metabolitos activos de las cepas de 

B. cepacia aisladas de rizósfera de maíz. 

 

  Los metabolitos activos aislados de las cepas de B. cepacia demostraron 

actividad antifúngica frente a T. viride (Figura 9). El análisis de diluciones 

secuenciales de los extractos obtenidos de cada una de las cepas aisladas demostró 

que todas las diluciones empleadas inhibieron el crecimiento de T. viride, como se 

muestra en la tabla 7.  
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Figura 9. Inhibición producida por el extracto de metabolitos activos de 
Burkholderia cepacia sobre Trichiderma viride. 
 

  Todas las diluciones de los extractos que contenían los metabolitos 

provenientes de las cepas de B. cepacia resultaron ser efectivos inhibiendo el 

crecimiento de T. viride; sin embargo, se puede observar que los extractos más 

concentrados fueron los que produjeron un mayor porcentaje de inhibición. Cabe 

destacar que la esporulación del hongo fue inhibida por los metabolitos de todas las 

cepas de B. cepacia, indicando con esto que la esporulación es más sensible a la 

sustancia antifúngica comparado con el crecimiento vegetativo del hongo.   
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Tabla 7.  Porcentaje de inhibición del crecimiento radial de Trichoderma viride ante 
diferentes diluciones de los metabolitos activos obtenidos de cada una de las cepas de 
Burkholderia cepacia aisladas de rizósfera de maíz. 
 

 Inhibición en Porcentaje (%) 

Extracto Dil 1:1 Dil 1:2 Dil 1:4 Dil 1:8 Dil 1:16 

 

SB2 

 

80,75 

 

69,8 

 

55,1 

 

40,5 

 

25,0 

ER3 81,75 65,3 54,3 43,6 23,0 

LG12 79,80 67,9 52,1 40,1 21,0 

N10 75,70 63,2 50,8 38,7 15,0 

Dil: dilución del metabolito activo. 

 

  Después de probar varias mezclas de solventes, el eluyente más apropiado en el 

presente trabajo resultó ser la mezcla hexano-acetona (3:1, v/v). Sin embargo, se 

probaron diferentes fracciones obtenidas por cromatografía, de los cuatro extractos de 

metabolitos activos  de las cepas de B. cepacia, a las cuales se les realizó la prueba de 

actividad antifúngica frente a T. viride, y no se encontró actividad  alguna sobre el 

hongo. 



DISCUSIÓN 
 

 

  El análisis de la estructura de la comunidad bacteriana de rizósfera de maiz 

(Tabla 1) demostró que que los géneros Pseudomonas y Burkholderia  constituyen 

una población dominante en relación con Azospirillum, Bacillus y Rhyzobium.  Es 

frecuente  que Pseudomonas constituya estas poblaciones sobresalientes en la 

rizósfera, lo cual se explica por poseer un corto período de latencia, rápida velocidad 

de crecimiento y metabolismo versátil, además de producir una amplia gama de 

metabolitos secundarios, lo que le permite asociarse fuertemente a las raíces y 

multiplicarse con facilidad (Hernández et al., 2002). 

  

  En este estudio se demostró que Burkholderia constituye un género dominante 

en la rizósfera de maiz de la  variedad estudiada. Estudios de taxonomía polifásica, 

que involucran técnicas de Biología Molecular, han demostrado que B. cepacia es 

una rizobacteria comúnmente asociada a las plantas (Balandreau et al., 2001). Los 

resultados obtenidos en la presente investigación coinciden con los obtenidos por 

Ramette et al. (2005), quienes examinaron la diversidad de especies pertenecientes al 

complejo B. cepacia en la rizósfera de plantas de maíz en Michigan, Estados Unidos; 

encontrando a Burkholderia ambifaria y B. cepacia (64% y 20% del total de aislados, 

respectivamente) como las especies mayormente aisladas. 

 

  Así mismo, otras especies como B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. 

dolosa y B. pyrrocinia también fueron encontradas sugiriendo que la rizósfera de 

maíz es una fuente ambiental rica en esta bacteria. Payne et al., en el año 2005, 

ampliaron estos estudios en la rizósfera de maíz y aplicaron una aproximación 

utilizando cultivos independientes, basándose en la amplificación y análisis de 

secuencia del gen recA al ADN total extraido de las muestras de rizósfera aisladas 
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por Ramette et al. (2005), y encontraron nuevos filotipos. Igualmente, estudios 

realizados por Dalmastri et al. (2007), basados en MLST,  de las poblaciones del 

complejo B. cepacia asociadas a rizósfera de maíz en Italia, mostraron a B. ambifaria 

como la especie más comúnmente asociada con  este cultivo. Sin embargo, a 

diferencia de los resultados de Ramette, nuevos grupos de B. cepacia  (BCC5 y 

BCC6) se han encontrado dominando estos cultivos, sugiriendo que en diferentes 

localizaciones geográficas se pueden encontrar variaciones en las poblaciones del 

complejo B. cepacia asociadas al maíz (Dalmastri et al, 2007). Esto puede deberse a 

variaciones en las condiciones climáticas, tipo de suelo, prácticas agronómicas, así 

como las interacciones con otros microorganismos del suelo que pueden ocasionar 

variaciones genotípicas y fenotípicas en la comunidad microbiana (Schimel, 1995; 

Waldrop et al., 2000). Esto debido a la composición de los exudados radicales y la 

relación carbono/nitrógeno de la rizósfera. Adicionalmente, es conocido que ante la 

liberación de exudados radicales ricos en fuentes de carbono, las bacterias pueden ser 

atraídas por proceso de quimiotaxis hacia la región rizosférica de la planta (Bacilio et 

al., 2003). Es así como la especie vegetal puede incidir en la abundancia de cierto 

grupo microbiano en sus raíces. 

 

  Jiménez (1998) demostró la abundante presencia de este grupo en la rizósfera 

de otros cultivos de interés agrícola dado que, fundamentalmente Burkholderia 

también constituye una población sobresaliente en la rizósfera del cultivo de trigo . 

Asimismo, en un estudio de caracterización de la rizósfera del cultivo del maíz en tres 

localidades con diferentes condiciones climáticas y de suelo, se demostró que   B. 

cepacia constituia uno de los géneros dominantes (Hernández, 1996).  Igualmente, 

Jiménez (1998), encontró que en este cultivo las poblaciones de Pseudomonas y 

Burkholderia  representan el 88 % de la microbiota total.  

 

  Por otra parte, el género Azospirillum se comporta como una población 

codominante. Bacterias de este género han sido aisladas de distintas regiones 
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geográficas a partir de una gran variedad de plantas pertenecientes a diferentes 

familias botánicas. Se ha encontrado dominando la rizósfera del cultivo del arroz en 

suelo Ferralítico Rojo compactado y Ferralítico amarillento caracterizados por una 

alteración intensa de los minerales y acumulación de óxidos e hidróxidos de hierro y 

aluminio (Omar et al., 1989; Hernández et al., 2002). También se han hallado 

poblaciones sobresalientes de esta rizobacteria en caña de azúcar (Pazos, 2000).  

Bacillus sp.  a pesar de no ser de los géneros que dominan en la rizosfera de los 

cultivos de maiz, abunda en las plantaciones estudiadas. Resultados similares fueron 

encontrados en suelos típicos para el cultivo del maíz donde existen entre 15.58 y 

15.60 % de bacterias pertenecientes a este grupo bacteriano (Hernández, 1996).  

 

  De los géneros estudiados, Rhyzobium presentó los menores valores, resultados 

que coinciden con los encontrados en poblaciones muy pequeñas en la rizósfera del 

trigo (Hernández, 1998). Sin embargo, se ha informado como un género codominante 

en la rizosfera del maíz (Withmore, 2000). También se ha demostrado su presencia 

abundante en caña de azúcar (Sánchez, 1994).  

 

  Estudios realizados por  Abe y Nakazawa (1993),  El-Banna y Winkelman 

(1998),  Kai et al. (2006), Quan et al. (2006) y Araque et al. (2007),  han demostrado 

la actividad antifúngica de  Burkholderia cepacia frente a hongos fitopatógenos. Esta 

propiedad ha determinado que los investigadores se interesen por esta bacteria como 

posible agente de control biológico, así como para inhibir el desarrollo de hongos 

patógenos humanos (Li et al., 2008). En la presente investigación se demostró la 

actividad antagónica de B. cepacia contra los hongos fitopatógenos  estudiados. 

 

  El mecanismo del antagonismo de B. cepacia frente a hongos ha sido objeto de 

estudio por diversos investigadores, quienes han sugerido tres mecanismos: 1) la 

producción de sideróforos 2) por producción de antibióticos y 3) competición por 
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otros nutrientes (Parke y Gurian, 2001; Coenye y Vandamme, 2003; O´Sullivan et al., 

2007; Mahenthiralingam et al, 2008).  

 

  Los resultados obtenidos en este estudio evidencian que las cepas 

pertenecientes al complejo B. cepacia, aisladas de rizósfera de maíz (SB2, ER3, 

LG12, N10), así como la cepa ATCC 25416, inhibieron el crecimiento de T. viride, el 

cual es un importante fitopatógeno, a través de la producción de compuestos 

antifúngicos difusibles  y no difusibles en el medio,  observándose mayor actividad 

antifúngica por la producción de compuestos no difusibles ya que se obtuvieron  

diámetros promedio de halos de inhibición mayores cuando la cepas hacían contacto 

con el medio de cultivo, y además, probablemente la producción de sideróforos no 

esté implicada en el antagonismo de las cepas bacterianas ya que no se observó 

asociación entre la presencia de halos de inhibición y la pigmentación de las mismas. 

 

  Estos resultados son similares a los reportados por Jayaswal et al. (1990), 

quienes aislaron una cepa de B. cepacia (RJ3) productora de una sustancia inhibitoria 

difusible con actividad antifúngica frente a hongos fitopatógenos, la cual fue 

purificada por cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) y caracterizada por 

radiación ultravioleta (UV), radiación infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear 

(NMR) y espectroscopia de masa,  como pirrolnitrín. Igualmente, Kai et al. (2006) 

demostraron que la actividad antifúngica de una cepa de B. cepacia (1S18) frente al  

hongo fitopatógeno Rhizoctonia solani, se debía a la producción de pequeñas 

cantidades de una sustancia volátil no difusible en el medio por parte de la bacteria. 

Quan et al. (2006)  aislaron y caracterizaron una nueva cepa de B. cepacia (CF-66) 

con una gran actividad inhibitoria sobre el hongo fitopatógeno Rhizoctonia solani por 

producción de compuestos antifúngicos. 

 

  B. cepacia ha sido considerada como un posible agente de control biológico en 

la industria agrícola (Parkinson et al., 1971; Bell et al, 1982; Kai et al, 2006); debido 
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a que puede antagonizar y reprimir microorganismos fitopatógenos, así se le ha 

encontrado inhibiendo la germinación de esporas de Alternaria sp., y atacando al 

hongo Aphanomyces euteiches, el cual causa la podredumbre de raices en guisantes y 

alfalfa (Aleman et al., 2003). 

 

  Algunos autores han relacionado esta acción inhibitoria de la bacteria con la 

alteración en la síntesis de quitina de la pared celular del hongo, debido a  que  los 

hongos filamentosos contienen mayor cantidad de quitina en su pared que  los 

levaduriformes, los cuales contienen mayor proporción de glucanos que de quitina, de 

acuerdo a esto, se puede inferir sobre qué componente de la pared celular del hongo 

está actuando la bacteria y cuál sería su mecanismo de acción para inhibir el 

crecimiento fúngico,  esto explicaría la mayor acción inhibitoria de B. cepacia sobre 

los hongos filamentosos (Fassouane et al., 1995). 

 

  Cuando se probó la actividad antagónica utilizando cultivos de B. cepacia 

frente a los hongos filamentosos: Fusarium solani, Fusarium moniliforme, 

Aspergillus niger y Penicillium expansum no se observó inhibición del crecimiento 

fúngico, sólo inhibió a Trichoderma viride.  Posiblemente esto se deba a la 

composición y naturaleza de los metabolitos con propiedades antifúngicas, los cuales 

no son capaces de atravesar la membrana de nitrocelulosa quedando adherida a ella. 

(Cook and Baker, 1983; Fassouane et al., 1995).  

 

  Por otra parte, las diferencias observadas entre los hongos filamentosos frente al 

mismo compuesto pueden indicar un mecanismo diferencial utilizado en la 

transformación de estos compuestos, debido a la existencia de diferencias metabólicas 

y bioquímicas entre estos hongos. Estos resultados podrían indicar que dichos 

compuestos actúan sobre sustancias químicas (enzimas) indispensables de 

Trichoderma viride, mientras que Fusarium solani, Fusarium moniliforme, 

Aspergillus niger y Penicillium expansum  (i) carecen de estas enzimas, (ii) poseen 
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rutas alternativas que evitan el bloqueo enzimático o bien, (iii) transforman estas 

sustancias a otras formas que no le sean tóxicas            (Lim et al., 2001).  Esta 

respuesta diferencial podría ser independiente de la estructura química de los 

extractos ensayados.  

 

  Las variaciones en los factores nutricionales y ambientales de la bacteria a 

menudo también resultan en la alteración de la producción de antibióticos.  La 

alteración envuelve cambios tanto en la producción como en la composición del 

compuesto.  Roitman et al. (1990), Upadhyay et al. (1991)  y El Banna et al. (1998) 

reportaron cambios en la composición y producción de metabolitos secundarios 

(fenilpirrol) al variar las condiciones de crecimiento de B. cepacia. Los resultados 

obtenidos en este estudio coinciden con los reportados por estos autores, la 

producción del compuesto antifúngico se vio influenciada por la variación en los 

factores de crecimiento tanto en  las cepas de B. cepacia aisladas de rizósfera de maiz 

(SB2, ER3, LG12, N10) como en la ATCC.    

 

  La actividad antifúngica máxima se obtuvo a una temperatura de 35 ºC, la cual 

se encuentra dentro del rango de temperatura óptimo para el crecimiento de 

Burkholderia cepacia (Li et al, 2008). Sin embargo, también se encontró actividad a 

bajas temperaturas (18 ºC), indicando con esto que existe un amplio rango de 

temperatura (18-35 ºC) para la producción de actividad antifúngica. 

 

  Se encontró que el  pH inicial del medio de cultivo de B. cepacia, puede variar 

la producción de metabolitos activos del agente de biocontrol.  En este estudio el pH 

inicial del medio de cultivo fue ajustado hasta 6, lo que  pudo incrementar la 

producción de sustancias antifúngicas por la bacteria.  Resultados similares fueron 

obtenidos por  Roitman et al. (1990) y Hwang et al. (2002), quienes reportaron que a 

pH acidos (5)  las cepas de  B. cepacia  producen más pirrolnitrin en el medio. Por 

otra parte, Slininger y Shea-Wilbur (1995) demostraron que la mayor producción de 
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Fenacina por P. fluorescens se obtuvo a bajo pH. Jayaswal et al. (1990) encontraron  

que las fuentes de nitrógeno inorgánico aumentan la actividad antagónica de B. 

cepacia, posiblemente,  debido a que el  amonio produce un cambio de pH en medio. 

Esto pudiera explicar los resultados obtenidos en este estudio donde la actividad 

antifúngica de las cepas fue mayor a pH ácidos que alcalinos, lo cual es significativo 

para el uso de B. cepacia como agente de biocontrol, ya que los suelos con pH ácidos 

probablemente favorecerían la capacidad de  B. cepacia de producir actividad 

antagónica, y los hongos son relativamente capaces de invadir medios ácidos, como 

es el caso de los hongos fitopatógenos y las levaduras que pueden desarrollarse a un 

pH de 5,0 a 5,5 (Casas, 1989). 

 

  La actividad antifúngica de B. cepacia frente a T. viride aumentó en presencia 

de xilosa y tetralosa como únicas fuentes de carbono. Igualmente, se observó 

alteración en la producción de pigmento por parte de la bacteria. Sin embargo, no 

hubo correlación entre la producción de pigmento y la actividad antagónica. La 

utilización de cistina, valina y leucina como única fuente de nitrógeno  también 

aumentaron la actividad antifúngica de las cepas de  B. cepacia.  

 

  B. cepacia es una bacteria nutricionalmente versátil debido a la capacidad de 

utilizar como fuente de carbono un gran número de carbohidratos así como diversos  

aminoácidos como fuente de nitrógeno (Li et al, 2008).  Los factores nutricionales 

tuvieron un gran impacto sobre la actividad antifúngica de B. cepacia, 

demostrándose, en el presente estudio,  la capacidad de la bacteria de inhibir el 

crecimiento de hongos en presencia de una variedad de fuentes de carbono y 

nitrógeno. Convirtiéndose en una buena perspectiva en el campo de la biotecnología,  

para el control de enfermedades fúngicas en las plantas que tienen una importancia 

económica considerable. 
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  Se probó la actividad antifúngica de los metabolitos obtenidos de los extractos 

de las cepas de B. cepacia aisladas de rizósfera de maíz y se encontró que los 

metabolitos inhiben el crecimiento de T. viride, demostrándose que la presencia de 

células vivas o el contacto celular no están envueltos en la inhibición del hongo, 

sugiriendo en parte que la actividad antimicrobiana se debe a la excresión de 

compuestos extracelulares. 

 

  La actividad antifúngica fue determinada en diferentes diluciones de  los 

extractos de las cepas de B. cepacia, lográndose inhibición de T. viride en todas las 

diluciones de los extractos; sin embargo, el mayor porcentaje de inhibición del hongo 

se observó con los extractos más concentrados.  Se encontró, en una investigación 

realizada por McLoughlin et al. (1992),  que la concentración mínima inhibitoria de 

pirrolnitrin frente a Sclerotinia sclerotium es de 0,01 µg/ml. Al respecto, Chernin et 

al. (1996), reportaron que el antibiótico pirrolnitrin producido por Enterobacter 

agglomerans fue efectivo, a bajas concentraciones, contra B. cinérea, R. solani y S. 

rolfsii. Igualmente, Dikin et al. (2007) reportaron que una mezcla de sustancias 

antimicrobianas producidas por B. multivorans y Microbacterium testaceum fueron 

efectivas ante Schizophyllum commune, aún cuando el extracto crudo fue diluido por 

encima de 1:50. El porcentaje de inhibición obtenido para la especies T. viride 

evidencia la efectividad de los compuestos analizados antifúngicos. Este hecho 

indicaría un buen comportamiento de estos compuestos como agentes de control de 

hongos fitopatógenos. 

 

  De las mezclas de solventes probadas, para separar las fracciones con actividad 

del extracto crudo de B. cepacia mediante cromatografía en capa fina, la hexano-

acetona fue la que mostró mejores resultados, sin embargo, al realizar las pruebas de 

actividad antifúngica a estas fracciones no se encontró actividad alguna frente a T. 

viride.      Chernin et al. (1996) detectó por cromatografía en capa fina, cuatro 

fracciones con diferentes valores de Rf, de las cuales una mostró un Rf de 0,70 
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similar al valor obtenido por el estándar de pirrolnitrin utilizado por ellos. Dikin et al. 

(2007), encontraron cinco bandas o fracciones, por cromatografía de capa fina, con 

diferentes valores de Rf, obtenidas de compuestos con actividad antifúngica de cepas 

de B. cepacia. Algunos autores autores han reportado valores similares de Rf para 

pirrolnitrin (Arima et al., 1968; Burkhead et al., 1994) comparados con datos 

obtenidos en otros estudio (Homma et al., 1989; McLoughlin et al., 1992; Chernin et 

al., 1996). Estas diferencias en cuanto a resultados obtenidos podría ser explicada por 

la variación en los absorbentes de silica gel y a las mezclas de solventes empleadas 

para el estudio.  

 

  La producción de compuestos antifúngicos ha sido considerada como uno de 

los mecanismos envueltos en el antagonismo de B. cepacia (El-Banna et al., 1998). 

Burkholderia cepacia produce una gran cantidad de antibióticos, los cuales poseen 

actividad antimicrobiana, como Cepacidine A, Cepacidine B, Xylocandin y 

Pyrrolnitrin (Abe y Nakazawa, 1993; Li et al., 2008). El espectro antimicrobiano de 

estos compuestos es distinto. Así, compuestos como Cepacin A y Cepacin B 

presentan  actividad antibacteriana, en cambio Pyrrolnitrin es efectivo como 

antifúngico, tanto en hongos filamentosos como en levaduras, así como también tiene 

efecto inhibitorio sobre  bacterias Gram positivas.  Los lipopéptidos tienen una gran 

actividad inhibitoria sobre algunos hongos del suelo, especialmente Pythium ultimum 

y Collectotrichium sp., pero tiene poco efecto sobre C. albicans, otras levaduras y 

algunos hongos filamentosos. Cepacidin es un glucopéptido con una potente actividad 

antifúngica.  Cepaciamide A y B son compuestos fungotóxicos que  tienen actividad 

sobre Botrytis cinérea y Penicillium expansum. Sin embargo, estos compuestos no 

han sido muy utilizados en la agricultura debido a su limitado espectro antifúngico y 

estabilidad (Abe y Nakazawa, 1993; Lee et al., 1994;  El-Banna et al., 1998). 
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CONCLUSIONES 
 

 

  Este estudio demostró la actividad antifúngica in vitro de cepas de B. cepacia 

aisladas de maíz amarillo (Zea mays L.)  de cuatro plantaciones del Municipio 

Montes, estado Sucre, sobre T. viride, aumentando la actividad antagónica cuando la 

bacteria crece en condiciones de pH ácido, a una temperatura de 35 ºC y en presencia 

de xilosa y cistina  como únicas fuentes de carbono y nitrógeno, respectivamente.  

Igualmente, la capacidad de inhibir la esporulación de otros hongos fitopatógenos del 

maíz como: Fusarium solani, Fusarium moniliforme, Aspergillus niger, y Penicillium 

expansum.  Demostrando con esto que al trabajar con cepas nativas aumenta la 

factibilidad biológica del compuesto implicado en este antagonismo.  

 

  Así mismo, los extractos crudos obtenidos de las cepas inhibieron en un 80% el 

crecimiento del hongo, observándose inhibición aún a bajas concentraciones del 

mismo,  demostrando que  la célula viva o el contacto celular no están envueltos en la 

inhibición del hongo, sugiriendo que la actividad antagónica se debe, en parte, a la 

excreción  de compuestos  extracelulares con  actividad antifúngica por parte de la 

bacteria.   

 

  La adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales demostrada por la 

bacteria, podría satisfacer las necesidades para el control biológico de las 

enfermedades fúngicas en la agricultura bajo varias condiciones agrícolas. 

 



RECOMENDACIONES 
 

 

  Completar los estudios para la separación, mediante cromatografía y 

espectrometría de masas, de los componentes con actividad antifúngica en estas cepas 

ambientales y su concentración individual, con el fín de conocer cuales son los 

componentes que poseen una mayor actividad antifúngica. 

 

  Determinar el mecanismo implicado en la inhibición de los hongos por los 

compuestos, o las fracciones de estos, que presentaron actividad. 

 

  Se recomienda evaluar otros tipos de actividad in vitro para ampliar el rango de 

acción de los metabolitos obtenidos utilizando diferentes concentraciones del mismo, 

y así, posteriormente realizar pruebas in vivo. 
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